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1) Eribulin 耐性株の樹立 
HT1080、SK-LMS-1の eribulin耐性株は、3か月以上にわたって培地の eribulin濃度を徐々に上昇させ
ることで樹立した(HT1080; 0.1–5.0 nM、SK-LMS-1; 1.0–10 µM)。50 %細胞増殖阻害濃度（IC50）は、耐
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性株を含む STS細胞(HT1080、SK-LMS-1)を 96 well flat plateに播種し、eribulinを添加して 48時間培
養した後、MTT assayを用いて検討した。耐性株はそれぞれ r1/r2-HT1080 and r1/r2-SK-LMS-1と命名し、
耐性獲得後も引き続き eribulinを含む培地で培養した。 
2) STS細胞の eribulin耐性に関わる分子の検討 
HT1080および r2-HT1080に対して Proteome ProfilerTM Arrayを用いて phospho-kinase arrayを行っ
た。続いてWestern blottingを用いての耐性株を含む STS細胞株での p-AKT(S473)発現を検討した。また、
HT1080およびSK-LMS-1細胞株に対して任意の濃度で eribulinを 48時間曝露した後にWestern blotting
を行い、p-AKT(S473)の発現を検証した。さらに、HT1080細胞株への eribulin 48時間曝露後に AKT-1、
AKT-2、AKT-3のプライマーを用いた RT-qPCRを行い、各mRNAの発現を検証した。 
3) eribulinとMK-2206の併用療法の STS細胞に対する抗腫瘍効果の検討 
HT1080と SK-LMS-1細胞株に対して eribulinとMK-2206単剤を添加して 48時間培養後、細胞増殖抑
制効果をMTT assayを用いて検討した。次に両薬剤を任意の各濃度で併用して両細胞株に 48時間曝露し、
MTT assayにて細胞増殖抑制効果を検討した。得られた結果を Compusynにて解析し、Combination Index
算出をした。 
4) eribulinとMK-2206の併用療法が STS細胞の細胞周期に与える影響の検討 
HT1080と SK-LMS-1細胞株に対して eribulinおよびMK-2206単剤を添加して 24時間培養後、細胞を
エタノール固定し、cell cycle analysis kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて染色し、フローサイトメト
リー法を用いて解析した。得られたデータは Flow Jo software (Tree Star Inc.)を用いて解析した。同時に、
薬剤曝露後に回収した細胞から抽出した lysate を用いて CDK4/6、cyclin D3、p21、cdc2、cyclin B1 の
Western blottingを行い、cell cycle arrestの機序の検証を行った。 
5) STS細胞株の apoptosisおよびネクローシスの検討 
HT1080と SK-LMS-1細胞株を IC25の濃度の eribulinおよびMK-2206に 48時間曝露した後、Annexin 
V/7AAD assay、および caspase 8 assay kit (CaspaLux8-L1D2; OncoImmunin, Inc.) 、caspase 9 assay kit 
(CaspaLux9-M1D2; OncoImmunin, Inc.) を用いたフローサイトメトリー法で apoptosisの検証を行った。
同時に、Apoptotic/Necrotic Cells Detection Kit (PromoCell GmbH)を用いたフローサイトメトリー法でネ
クローシスの検証を行った。 
6) 統計学的検討 
統計学的有意差検定は  Student t test を用いて行い、P < 0.01 をカットオフ値とした。IC50 と
Combination indexは Compusynを用いて算出した。 
 
＜研究成績＞ 
1)  p-AKTの過剰発現は STS細胞の eribulin耐性に関与する 
eribulin 耐性株を含む STS 細胞(HT1080、SK-LMS-1)に対し、MTT assay を用いて eribulin の細胞増
殖抑制効果を検討し、各耐性株の IC50 上昇を確認した。HT1080 および r2-HT1080 に対して
Phospho-Kinase Arrayを行ったところ、耐性株での p-AKT(S473)の発現上昇を認めた。Western blotting
では親株に比べて耐性株での p-AKT(S473)発現上昇を認めた。また、HT1080および SK-LMS-1細胞株へ
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の eribulin 48時間曝露後のWestern blottingでは、濃度依存性に p-AKT(S473)の発現上昇を認めた。さら
に、HT1080 細胞株への eribulin 48 時間曝露後に AKT-1、AKT-2、AKT-3 のプライマーを用いて行った
RT-qPCRでは、濃度依存性にmRNAの上昇を認めた。 
2) eribulinとMK-2206の併用療法は STS細胞に対して相乗的な抗腫瘍効果を示す 
MTT assayを用いてHT1080と SK-LMS-1細胞株に対する eribulinとMK-2206単剤の細胞増殖抑制効
果を検討し、IC50を算出した。得られた IC50を参考に両薬剤を任意の濃度で併用して 48時間曝露し、MTT 
assayにて細胞増殖抑制効果を検討したところ、いずれの薬剤濃度での併用においても Combination Index
が 1を下回り、両薬剤の相乗効果が示された。 
3) eribulinとMK-2206の併用療法は STS細胞に対して G1 あるいは G2 arrestを惹起する 
フローサイトメトリー法を用いて eribulin と MK-2206 の単剤および併用療法が STS 細胞の細胞周期に
与える影響を検討した。HT1080 と SK-LMS-1 細胞株の両者において eribulin 単剤では G2/M arrest、
MK-2206 単剤では G1 arrest を認めた。一方、併用では単剤に比べて HT1080 細胞株では G1 arrest、
SK-LMS-1細胞株では G2/M arrestの有意な増加を認めた。次に eribulinとMK-2206による G1あるいは
G2/M arrestの機序を検証するためにWestern blottingを行ったところ、G1 arrestに関連する分子として
CDK4/6 と cyclin D3 の発現増加、p21 の発現減尐を認めた。G2 arrest に関連する分子として cdc2 と
cyclinB1 の発現減尐を認めた。以上の結果より、eribulin と MK-2206 の併用がこれらの分子の down 
regulationを引き起こすことで G1あるいは G2 arrestを引き起こし、STS細胞の増殖を抑制することが示
された。 
4) eribulinとMK-2206の併用療法は caspase依存的な apoptosisを誘導する 
フローサイトメトリー法を用いて Eribulin と MK-2206 の併用療法が STS 細胞に対して apoptosisある
いはネクローシスを惹起するのかを検討した。Annexin/7AAD assayでは、HT1080および SK-LMS-1細
胞株に対する併用療法は単剤に比べて有意に apoptosis を増加させた。また、eribulinと MK-2206の併用
に Pan-caspase inhibitor である Q-VD-OPH を加えると apoptosis は阻害された。一方、フローサイトメ
トリー法を用いて同時に行ったネクローシスの検討では増加を認めなかった。次に、フローサイトメトリー
法で caspase8および 9の活性化を検討したところ、いずれも単剤に比較して活性化しており、併用療法に
より内因系および外因系 apoptosis の両者が惹起されていることを示した。 
 
＜考察＞ 





て認可されている。本邦においては、全ての組織型の STS に対して使用することができる。L-sarcoma に
対する dacarbazineとの比較をした第 3相試験では、eribulinは 2か月の有意な OS延長効果を示した。ま
た、毒性の観点でみると eribulin は pazopanib や trabectedin と比較して忍容性に優れていることが示さ
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対する併用療法は cell cycle arrestと apoptosisを相乗的に惹起した。これらの概念実証的な実験結果は、
UM-STS 患者に対する治療としてこの併用療法がいかに期待できるものかを示すものである。さらに、




象とした 2 つの第 2 相試験においてもその有用性が報告されている。STS に関するものでは、第 1 相試験
で 3人の平滑筋肉腫患者のうち 1人が 4か月にわたり SDを維持したという結果が報告されている。癌細胞
の MK-2206への感受性は、乳癌において PTENや PIK3CA の変異が関与していると報告されている。ゆ
えに STS においても PTEN や PIK3CA の変異がバイオマーカーとなる可能性はある。これまでの報告か
ら、MK-2206 は基礎実験レベルだけでなく人を対象とした臨床レベルで、様々な癌腫に対する化学療法の
抗腫瘍効果を増強させることが報告されている。既報の通り、eribulin は STS 患者の OS を延長をさせる
が、その効果は十分なものではない。我々の知る限り、本研究は STSに対して eribulinを基礎とした併用
療法の有用性を初めて示したものである。MK-2206 は DNA ダメージを与える薬剤の感受性を高めること
が報告されている。特に、微小管阻害薬の細胞毒性は PI3Kα選択的阻害薬である ipatasertibや AKT阻害
薬の taselisib で増強されることが報告されている。上述した通り、我々の研究により eribulinの抗腫瘍効
果はMK-2206により増強されることが示された。両薬剤の併用療法は STS細胞に対して G1あるいは G2 
arrest を誘導した。このように細胞毒性の機序の違いは STS 細胞の種類に依存するのかもしれない。特筆
すべきは、この併用療法がHT1080と SK-LMS-1細胞株に対して相乗的に抗腫瘍効果を示したことである。
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すること、また eribulin 耐性株において p-AKT の発現が上昇していることを見出し、
eribulinに AKT阻害薬を併用することで抗腫瘍効果が高まることを明らかにした。本研究
結果に加え、学位審査を通して明らかとなった検討課題について今後も研究を重ねること
で、軟部肉腫治療の発展にさらに寄与できるものと考えられた。 
本研究は、AKT阻害薬MK-2206併用 eribulin療法が軟部肉腫に対する有効な治療法と
なり得る可能性を示唆し, 学位論文として医学博士授与に値するものと考えられた。 
 
 
 
